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Podstawg dysertacji doktorskiej pani mgr Anny Weroniki Myczek jest cykl trzech prac
doswiadczalnych, opublikowanych w latach 2021 (dwa artykuly) i 2022 (jeden artykut),
Zaprezentowana do oceny rozprawa przedstawia wyniki warto$ciowe zaréwno dla badaf o charakterze

podstawowym oraz aplikacyjnym.

Anaplasma  phagocytophiulm  jest bezwzglednie wewnatrzkomérkowym  patogenem
krggowcow. U ludzi powoduje zachorowania na anaplazmozg granulocytarng, w Europie o przebiegu
fagodnym, w niektérych regionach $wiata mozliwy przebieg cigzki, zakoriczony zgonem. U zwierzat
domowych, szczegdlnie matych przezuwaczy wywoluje powazne schorzenie, ktére moze prowadzié do
smierci. Wektorem bakterii 4. phagocytophilum sa kleszcze, w Polsce najczesciej jest to Irxodes r.‘r;cinus.
W krazeniu bakterii w $rodowisku istotne znaczenie odgrywaja zwierzeta dzikie, szczegélnie ssaki
kopytne, ktére stanowig rezerwuar dla bakterii. Ze wzgledu na zréznicowany przebieg choroby u
roznych gatunkéw od lat prowadzone s badania, ktore pozwalajg ujawni¢ zréZnicowanie
wewnatrzgatunkowe 4. phagocytophilum. Poznanie genotypéw anaplazm ma charakter badan
podstawowych, a jednoczesnie nie mozna mu odméwié znaczenia aplikacyjnego. Wykazanie obecnosci
szczepow chorobotwérezych .dla ludzi i zwierzat na danym obszarze ma istotne znaczenie medyczno-
weterynaryjne. Podjeta przez Doktorantke tématyka badawcza wpisuje sie wiec w nurt dyskusji

prowadzonej przez wiele osrodkéw naukowych w $wiecie.



Ocena formalna pracy. Rozprawa doktorska Pani mgr Anny W. Myczek skiada si¢ z trzech
publikacji oryginalnych oraz ich omoéwienia. Gléwne rozdzialy to: cele pracy i hipotezy badawcze,
wykaz publikacji, begdacych podstawa rozprawy doktorskiej, streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), wstep, materialy, metody, zalgczone publikacje z oswiadczeniami wspdlautordw,
najwazniejsze wyniki i wnioski, wyniki, dyskusja, podsumowanie, wnioski i piSmiennictwo. Praca
zostala poprzedzona wykazem skrotow. W zaprezentowanym spisie treéci wdal sig¢ chaos. Brak
ponumerowania poszczegolnych rozdziatdw jak i podobienstwo nazw (powtarzajace si¢ ,,wyniki” czy
,wnioski”) wprowadza zamieszanie. Trudno na podstawie spisu tre$ci wywnioskowaé co jest
rozdzialem, a co podrozdzialem. Wstep, Materialy, Metody — sa pisane normalng czcionka, tytuly
podrozdzialéw - pogrubiong; jeden z rozdziatéw (?) zatytulowano ,,Genotypowanie szczepow
Anaplasma phagocytophilum izolowanych od saren europejskich (Capreolus capreolus) i jeleni
szlachetnych (Cervus elaphus)”. Wedlug mnie jest to za dhugi tytul, ponadto napisanym normalna
czcionkg w spisie tresci, a nastepujace po nim Wyniki, a dalej Dyskusja — sa wytluszczone i nie
wiadomo, czy to podrozdziaiy,‘ czy rozdziaty. Sumujgc — spis tresci jest malo przejrzysty. Nastepujacy
po nim Wykaz skréotéw, jest jak najbardziej wskazany w obszerﬁych opracowaniach. Dlaczego jednak

gen ,,msp” nie zostal napisany kursywa, tak jak gen ank4 czy groEL?

Artykuly skladajgce si¢ na cykl sa opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR i
wysoko punktowanych na listach MNiSW. Warto§¢ wspdtczynnika oddzialywania wynosi srednio
2.816 (IF-1.440 dla publikacji 1; 4.066 — dla publikacji 2; 2.942 dla publikacji 3). MNiSW przyznalo
czasopismom: Acta Parasitologica — 40 pkt (publikacja 1), Pathogens — 100 pkt (publikacja 2) i Animals
— 100 pkt (publikacja 3). Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej pani Anny W. Myczki sg
wieloautorskie (3 autoréw — publ. 1; 6 autoréw — publ. 2 i 3) i w kazdej Doktorantka jest pierwszym
autorem oraz autorem korespondencyjnym. Brak natomiast szczegdlowej informacji o wkiadzie
procentowym Pani Myczki w poszczegdlnych artykulach. Zamieszczone o$wiadczenia wsp&autoréw

wskazuja na ich rol¢ w przygotowaniu publikacji.

Rozprawa doktorska mgr Anny W. Myczek obejmuje lgcznie 101 stron, z czego 47 stron

stanowia zalaczone publikacje i ich omowienie oraz oswiadczenia wspétautordw.

Ocena merytoryczna. Wyznaczone przez Doktorantke cele sg czytelnie sformulowane w
czterech podpunktach, a ponizej znajduja sig hipotezy badawcze. Rozdzial ten jest zrozumiaty, niemniej
wkradt sie blad - $ledziona nie jest tkanka obwodowa, jest narzadem. Streszczenie pracy w jezyku
polskim i angielskim powinno si¢ znajdowa¢ wedtug mnie na konficu rozprawy. Wstep stanowi obszerny
rozdziat, w ktorym Doktorantka przedstawia szczegotowa charakterystyke bakterii A. phagocytophilum,
uwzgledniajge jej zroznicowanie genetyczne i powigzanie poszczegdlnych ekotypéw z wektorami i
rezerwuarem. Rozdzial jest interesujaco napisany i wskazuje na szerokg wiedzg Pani Anny W. Myczek
oraz studiowanie aktualnej literatury. Tak przygotowany wstgp jest tez dobrym wprowadzeniem

czytelnika w problemy badawcze poruszane w rozprawie.



Zamierzone cele Doktorantka realizowala poprzez zebranie odpowiedniego materiatu i
zastosowanie nowoczesnych metod badawczych odpowiednio dobranych do swoich analiz.
Materiatem do badan byty tkanki pobrane od 6-ciu gatunkéw zwierzat dzikich i hodowlanych, tj. jelenia
szlachetnego, sarny europejskiej, daniela zwyczajnego, dzika euroazjatyckiego, tosia euroazjatyckiego
1 zubra europejskiego. Wycinki zostaly pobrane od zwierzat martwych lub legalnie eliminowanych w
przypadku zwierzat dzikich oraz od zwierzat hodowlanych — podczas uboju. W rozdziale Materiaty
zamieszczono wymagane zgody na pobieranie materiatu biologicznego od zwierzat objetych ochrong
gatunkowa. Dane zostaly przedstawione przejrzyscie, zamieszczone w rozdziale tabela i mapka
dopelniajg calosci. Rozdzial Metody opisuje kolejne etapy analizy, tj. izolacje DNA, Reakcje
Lancuchowa Polimerazy, Analizy sekwencji i Analizy statystyczne. Sposob prezentacji zastosowanych
metod nie jest dla mnie satysfakcjonujacy. Zabrakto mi informacji o sposobie pobierania materiatu, jego
konserwacji do czasu analiz czy homogenizacji tkanek — to niezwykle istotne etapy pracy, ktére w
przypadku analiz molekulamych majg znaczacy wplyw na wyniki. Niezrozumialym jest tez dla mnie
sposob prezentacji podrozdzialu Reakcja Lancuchowa Polimerazy, byé moze inny tytut bylby
stosowniejszy w tym wypadku. Dlaczego zastosowano tutaj dodatkowo Pismiennictwo, jako ,,pod-
podrozdzial”? Dlaczego Doktorantka nie podkreslita bardziej faktu, ze zespdl, w ktorym pracowata
zaprojektowat wlasne startery do amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA Anaplasma spp. i nie oméwila
tego szczegdtowo? Ponadto, Doktorantka opisuje sprzet, na jakim wykonywala badania oraz sposéb
wizualizacji produktow PCR, ale jakiej polimerazy uzyta do amplifikacji? Taka informacja'pozwoliiaby

zweryfikowaé prawidlowos¢ opracowanych profili termiczno-czasowych.

Publikacje bedace podstawg dysertacji stanowig zwarty cykl dotyczacy wystepowania i
charakterystyki molekularnej szczepéw A. phagocytophilum w zwierzgtach dzikich i hodowlanych.
Doniesienia sg zwigzle, przygotowane zgodnie z wymogami czasopism, oceniane przez co najmniej
dwoch niezaleznych recenzentow. Najwazniejsze wnioski wyptywajace z nich to: 1. w Polsce péinocno-
wschodniej i centralnej, zwierzgta kopytne tj. jelenie, sarny, Zubry, losie i dziki stanowig naturalny
rezerwuar A. phagocytophilum; 2. Sledziona, jak i watroba moga by¢ wykorzystywane do
detekcji A. phagocytophilum, przy czy badanie $ledziony daje pelniejszy obraz zakazenia
zwierzat; 3. DNA anaplazm czg¢sciej wykrywano u jeleni Zyjacych na wolnosci niz u zwierzat
hodowlanych. Ponadto Doktorantka podkresla, Ze sg to pierwsze badania fosia euroazjatyckiego w
oparciu o material pochodzacy ze $ledziony i watroby. Réwnie waznym osiagnigciem sg pionierskie
badania najwigkszej populacji w §wiecie wolno Zyjacych zubréw z Bieszczad, dokonane przez Panig
Anng W. Myczek. Genotypowanie bakterii wykazalo, ze wykryte u losia euroazjatyckiego (4lces alces)
i zubra europejskiego (Bison bonasus) szczepy A. phagocytophilum moga byé patogenne dla ludzi.
Uzupelnieniem cyklu publikacji jest Rozdzial (?): ,,Genotypowanie szczepéw Anaplasma
phagocytophilum izolowanych od saren europejskich (Capreolus capreolus) i jeleni szlachetnych
(Cervus elaphus)”. Doktorantka przedstawia w nim wyniki analizy dwdch genéw, groEL oraz ankA,

wykonane dla DNA anaplazm pozyskanych z materialu od dzikich przezuwaczy. Dla genu ankd opisata



7 haplotypéw, przy czym trzy z nich byly unikalne (dwa dla izolatéw z jeleni i jeden dla izolatow z
saren). Zarowno w tym rozdziale, jak i w publikacjach zamieszczono drzewa, ukazujgce zaleznosci
miedzy sekwencjami 4. phagocytophilum pozyskanymi od réznych gatunkow zwierzat. Wykonane w
odpowiednich programach sg prawidiowo skonstruowane, jednak nie do konca trafne. Na drzewie jeden
klad stanowi np. Bos taurus, Ovis aries i Sus scrofa (str. 80) czy Canis lupus familiaris i L ricinus (str.
82). Wydaje mi sig, ze A. phagocyfophilum, jako gtéwna bohaterka powyzszych analiz, powinna by¢é
umieszczona jako pierwsza (tj. numer akcesyjny z Banku Genéw), a dopiero potem zwierze, od ktorego

pozyskano materiat genetyczny bakterii i kraj, z ktoérego pochodzi.

Dyskusja jest kolejnym rozdzialem pracy doktorskiej mgr Anny W. Myczek. Zamieszczono w
niej tabelg 3 zatytulowang ,,Haplotypy fragmentu genu groEL z izolatéw A. phagocytophiulm od saren
europejskich i jeleni szlachetnych i identyczne do nich w 100% sekwencje z bazy GenBank, z podzialem
na ekotypy” czy rycing 9 (zdjgcia zeli agarozowych...), ktére moim zdaniem powinny znajdowa¢ sie w
czgsci poswigconej wynikom. Dyskusja jest rozdzialem, ktory daje duze mozliwosei autorowi. Pozwala
podsumowaé wiasne wyniki i przedstawi¢ je na tle doniesien literaturowych, ale takze zaprezentowad
nam wlasng interpretacj¢ czy przemyslenia dotyczace tematyki badawczej. W tym rozdziale jest tez
miejsce na weryfikacje postawionych wczesniej hipotez. By¢é moze niepotrzebny bylby oddzielny
rozdzial Podsumowanie. W Dyskusji Doktorantki momentami spotykamy si¢ zoméwieniem wynikéw,

co powinno mie¢ miejsce w rozdziale Wyniki.

Syntetyczne Wnioski, sformutowane w siedmiu punktach, sa w wigkszosci odpowiedzig na
postawione wczesniej cele. Wf{thkiem jest trzeci cel dotyczacy charakterystyki molekularnej szezepow
A. phagocytophilum (str. 7), gdzie odpowiedz znajduje si¢ w Podsumowaniu (str. 88-89). Dos¢ smiaty
i zaskakujgcy wniosek zawarto w ostatnim punkcie, w ktérym Doktorantka zasugerowata oznaczenie
nowego gatunku anaplazm, wystgpujacego u sarny europejskiej (C. capreolus). Czy analiza
fragmentow trzech genéw dla niewielkiej liczby osobnikéw uprawnia nas do tak daleko idacych

wnioskdw? A moze wlasnie ten problem warto byto tez oméwi¢ w rozdziale Dyskusja?

Ostatni z rozdzialow rozprawy doktorskiej Pani Anny W. Myczek to Pismiennictwo. Zawiera
on 93 pozycje literaturowe, w wigkszosci anglojezyczne oraz siedem pozycji zaczerpnietych ze stron
internetowych. W tych ostatnich brakuje informacji o dacie cytacji. Literatura, na ktorej opiera sie
Doktorantka w swoich rozwazaniach, jest aktualna i Swiadczy o ciaglym $ledzeniu biezacych doniesiefi

przez Autorke omawianej dystertacji.

Sumujge praca zostata przygotowana poprawnie, cho¢ Doktorantka nie ustrzegta si¢ bledow.
Czasem wystepuja zbyt gornolotne okreslenia (np. str. 14/15: ,,..asygnuje krew jako nominalny material
biologiczny”; pub. 2: .najczgsciej stosowane markery genetyczne do genotypowania...” — przy czym
podana jest tylko jedna pozycja literaturowa); w publikacjach stanowigcych podstawe rozprawy

stosunkowo mato cytowanych badan z Polski; cytowania nie zawsze sa trafne. Autorka stosuje duzo



przecinkow, co nie utatwia zrozumienia tekstu, zdarzaja si¢ bledy gramatyczne i stylistyczne. Niniejsze

uwagi nie wplywajg na warto$¢ merytoryczng dysertacii doktorskiej mgr Anny W. Myczek.

Przedstawiona do recenzji praca wskazuje na dobre przygotowanie Doktorantki do rozwiazania
problemdw naukowych, na Jej duza wiedze teoretyczna i praktyczng. Wykazata si¢ Ona umiejetnodcia
stawiania hipotez, czasem nawet bardzo §miatych, interpretacii wynikow badan, a takze syntetycznego
zaprezentowania ich w formie pisanej. Zaplanowanie eksperymentu, od pozyskania trudnego do
zdobycia materialu badawczego, poprzez wlasciwie dobrang metodyke, wykonanie analiz
laboratoryjnych do wyciagnigcia wnioskéw swiadezy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Badania
przedstawione przez mgr Anng W. Myczek w rozprawie doktorskiej i wynikajace z nich wnioski maja
istotne znaczenie poznawcze z punktu widzenia nauk podstawowych, ale stanowia takze duzg warto§é
praktyczng. Wiedza o krazeniu w danym érodowisku patogenow odkleszczowych, do jakich nalezy
A. phagocytophilum, m. in. ulatwia diagnostyke lekarzom medycyny i weterynarii.

Whioski koiicowe. W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Anny Weroniki Myczki
speinia warunki okreslone w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach itytule
w zakresie sztuki. Przedtozona przez Doktorantke dysertacja stanowi istotny wktad w rozwéj nauk
biologicznych w zakresie biologii. W zwiazku z tym zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu
Parazytologii im. Witolda Stefaniskiego PAN o dopuszczenie mgr Anny Weroniki Myczki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.






